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Sposéb otrzymywania koncentratu Bacillus stearothermophilus
w formie suszonej

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania koncentratu bakterii Bacillus stearothermophilus
w postaci liofilizowanej lub w proszku, Koncentrat sporéw Bacillus stearothermophilus moze by ¢ stosowany jako
drobnoustréj testowy przy oznaczaniu antybiotykéw metodami dyfuzyjnymi lub ze wzgledu na duza opornosé
termiczng moZe stuzyé do oznaczania skutecznosci zabiegéw sterylizacyjnych. CGzulos¢ bakterii Bacillus
stearothermophilus na antybiotyki jest wysoka. ROwniez wysokie tempo wzrostu form wegetatywnych i przetr-
walnikowych predysponuje do stosowania jako bakterii testowej przyoznaczaniu antybiotykdw. Bacillus stearo-
thermophilus w temperaturze 55—65°C roénie z szybkoscia wystarczajaca do okreslania stref zahamowania
wzrostu przy metodach dyfuzyjnych, juz w czasie okoto 2 godzin. Przetrwalniki Bacillus stearothermophilus ging
dopiero przy ogrzewaniu w temperaturze 120—122°C przez 15 minut, dzigki czemu moga stuzyé do kontroli
skutecznosci sterylizacji.

Znane s3 sposoby otrzymywania przetrwalnikéw Bacillus stearothermophilus poprzez zmyw z hodowli
powierzchniowych. W tym celu agaryzowane podloze, zawierajace hydrolizat biatkowy, autolizat drozdzowy
iglukoze, zaszczepia si¢ powierzchniowo w butlach Roux. Nastepnie butle inkubuje si¢ w temperaturze
50-70°C w czasie od kilku do kilkunastu dni. Po zakoriczeniu hodowli wyrosnigte na powierzchni podioza
kolonie bakterii Bacillus stearothermophilus zmywa si¢ woda jatowa, po czym zmyw ogrzewa si¢ celem
zniszczenia form wegetatywnych bakterii. Do zmywu dodaje si¢ czynnika ochronnego i poddaje liofilizacji lub
suszeniu, Z jednej butli Roux, zawierajacej 1500 nililitréw podtoza, mozna uzyska¢ 10 mililitréw zmywu,
zawierajgcego okoto 10® przetrwalnikéw w 1 mililitrze, Jest to metoda bardzo pracochtonna, czasochtonna
i mato efektywna. Cykl kazdy trwa od kilku do kilkunastu dni. )

Celem wynalazku jest opracowanie metody, pozwalajacej na zwigkszenie efektywnosci hodowli Bacillus
stearothermophilus i uzyskanie liofilizowanego lub suszonego rozpylowo standardowego koncentratu przetrwal-
nikdéw.

Wedtug wynalazku przetrwalniki Bacillus stearothermophilus otrzymuje si¢ metoda hodowli wgt¢bnej na
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¢ podtozu ptynnym. W tym celu zawiesing bakterii, otrzymang na podlozu agaryzowanym, zaszczepia si¢ podtoze
plynne, zawierajace hydrolizat biatkowy 0,1-3,0%, autolizat droidiowy 0,05-2,0%, glukoz¢ 0,05-1,0%
i prowadzi hodowl¢ w temperaturze 50-70°C w statym pH = 6,0—-8,0 przy ciagtym napowietrzaniu jatowym
powietrzem minimum w ilosci 0,1 litra powietrza na 1 litr poZywki w ciagu jednej minuty. Czas hodowli trwa od

6—24 godzin, Hodowla koficzy si¢ w momencie ustalenia si¢ gestosci optycznej na niezmienionym poziomse, ¢o
odpowiada okoto 1X 10? bakterii w1 mililitrze hodowli. Po zakoriczeniu hodowli zaggszcza si¢ zawarto$é
komorek poprzez wiiowanie i przetrzymuje w temperaturze 50—70°C przez 2448 godzin celem zwigkszenia
liczby form przetrwalnikujycych. Nastgpnie inaktywuje si¢ formy wegetatywne poprzez pasteryzacje w tempera-
turze od 80—120°C w czasi¢ od 2 sekund do 30 minut. Po czym liofilizuje lub suszy rozpytowo z dodatkiem lub
bez dodatku czynnika ochronnego w postaci np. cytrynianéw, cukréw, itp. w ilosci 1-—40% w celu przedtuzenia
przezywalnosci drobnoustrojéw w procesie utrwalania. Uzyskany t3 metoda suszony koncentrat sporéw zawicra
okoto 1 X 10'® zvwych form przetrwalnikujgcych w 1 gramie. Trwalo§é koncentratu przechowywanego bez
dostgpu powietrza, jest praktycznie nieograniczona.

- Sposdb wedtug wynalazku pozwala na skrécenie i zwigkszenie wydajnosci procesu okoto 150 krotnie.
Dotychczas znang metoda z 1500 mililitréw podtoZa uzyskuje si¢ okoto 10 mililitréw zmywu, zawierajacego
okoto 10® przetrwalnikéw, natomiast w proponowanym przez nas sposobie, te samg iln§é mozna otrzymaé z 10
mililitréw podtoza, Ponadto metoda jest uproszczona i znacznie mniejsza jej pracochtonnosé.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest w przyktadzie wykonania standardowego liofilizowanego koncen-
tratu przetrwalnikéw Bacillus stearothermophilus varietes calidolactis. -

- Przy k t ad.Hodowlg bakterii Bacillus stearothermophilus varietes calidolactis prowadzl si¢ na wszystkich
etapach technologicznych na pozywce ptynnej lub z dodatkiem agaru o nast¢pujacym skladzie: hydrolizat
biatkowy 0,5%, autolizat drozdZzowy 0,5%, glukoza 0,5%, agar 1,5%. PowyZsze podloie z dodatkiem agaru
rozlewa si¢ do probdwek, zaszczepia czysta kulturg bakterii Bacillus stearothermophilus varietes calidolactis
i inkubuje w temperaturze 62—65°C przez 24 godziny., Wyroénigte na powierzchni podtoza kolonie zmywa si¢
jatowym plynem fizjologicznym, dodajgc 5 mililitréw ptynu na 1 skos podtoza,

Z otrzymanej zawiesiny przygotowuje si¢ 2aktywizowang kulture macierzysta, W tym celu przenosi si¢ ja
_ do 1 litra pozywki ptynnej o sktadzie: hydrclizat biatkowy 0,5%, autolizat drozdZzowy 0,5% i glukoza 0,5%,
i napowietrza wilosci 1 litra powietrza na 1 litr poZzywki w czasie 1 minuty. Inkubacj¢ prowadzi si¢ przez 8
godzin w temperaturze 62—65°C. Uzyskana w ten sposéb aktywng kulture macierzystg zaszczepia si¢ w ilosci 3%
jatowg pozywke ptynna z dodatkiem mikroelementéw: 20 mg MnCl; X 4H; O ipo 10 mg MgCl, X 6 H,0
i FeCl, X 6H,0. Hodowlg bakterii prowadzi si¢ w fermentorze produkeyjnym w temperaturze 53—55°C przy
statym pH=6,8 w czasie do 14 godzin przy ciaggtym napowietrzaniu. Jatowe powietrze podaje si¢ w ciagu minuty
minimum w ilosci odpowiadajacej objetosci poZywki w fermentorze, WskaZnikiem zakoriczenia hodowli jest
zmniejszenie tempa przyrostu gestoSci optycznej i ustalenie si¢ na jej poziomie, odpowiadajacym zawartosci
bakterii w ilosci okoto 10° w 1 mililitrze oraz osiagnigcie poziomu 50% przetrwalnikéw w stosunku do liczby
bakterii. Parametry te osiaga si¢ w czasie do 20 godzin hodowli. Po zakoriczeniu hodowli zawiesing komérek
zageszcza si¢ 20-krotnie poprzez wirowanie, nastepnie rozciericza si¢ objgtosciowo woda sterylng w stosunku
1:1. Rozcieficzong zawiesing komorek inkubuje si¢ w temperaturze 62—65°C w czasie 48 godzin w celu
uzyskania zwigkszonej ilodci form przetrwalnikowych bakterii, Po uptywie okresu inkubacji celem inaktywacji
form wegetatywnych drobnoustrojéw zawiesing bakteril pasteryzuje si¢ w temperaturze 95°C przez 15 minut.
Nastepnie dodaje si¢ 3% laktozy, ktdra speinia role czynnika ochronnego, liofilizuje lub suszy na wiezy
rozpytowe;j.

Zastrzezenie patentowe

Sposéb otrzymywania koncentratu Bacillus stearothermophilus w formie suszonej poprzez zmyw z hodowli
powierzchniowych na podtozu agaryzowanym, inaktywacje form wegetatywnych, dodatek czynnika ochronne-
g0, liofilizacj¢ lub suszenie,znamienny tym, Ze zawiesing bakterii Bacillus stearothermophilus, otrzymang
na podtozu agaryzowanym, zaszczepia si¢ podtoZe ptynne, zawierajace hydrolizat biatkowy 0,1 —3,0%, autolizat
drozdzowy 0,05-2,0%, glukoze 0,05—1,0% i,prowadzi. hodowle wiggbna w temperaturze 50—70°C w stalym
pH = 6,0—8,0 przyciaggtym napowietrzaniu jalowym powietrzem minimum w iloci 0,1 litra powietrza na 1 litr
pozywki w ciagu jednej minuty, w czasie od 6—24 godzin, nastepnie po zakoriczeniu hodowli zawiesing komérek
poddaje si¢ wirowaniu, przetrzymuje w temperaturze 50—70°C przez 24—48 godzin, po czym inaktywuje formy
wegetatywne, a nastgpnie liofilizuje lub suszy rozpytowo, ewentualnie z dodatkiem czynnika ochronnego.
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